
































The hippocampus  (HPC)  is  recognized  as  an  important  structure  in  learning  and memory, 
including  the  integration of  relevant  informations  to modulate  the behavior. Tetanic burst 
stimulation  of  the HPC  has  been  shown  to  generate  adaptive  synaptic  changes,  like  long 
term potentiation (LTP), outside the HPC. Using in vivo extracellular recording techniques in 
anesthetized rats, we have  investigated how the firing of dopaminergic neurons  is affected 
by  the delta  frequency  stimulation of  the  ventral  subiculum of hippocampus  (vSUB).  This 
work shows that the delta burst stimulation in vSUB induce a LTP in Bed nucleus of the stria 
terminalis (BNST) neurons that projecting to the ventral tegmental area (VTA). Also, this LTP 
is  blocked when we  administrated  the  AP5  (a NMDA  receptors  antagonist)  on  the  BNST 
neurons before tetanus.   
In  addition,  this work  shows  that 24 hours  after  the  induction of  a  tetanic  stimulation  in 
vSUB, there  is an  increase of the activity  (firing rate, bursting activity) of DA neurons.   We 
also  demonstrated  that  an  intra‐BNST  infusion  of  AP5  prior  the  vSUB  tetanus  blocks  the 
effect of delta burst stimulation on VTA dopamine neurons bursting parameters.  



















caratterizzato  le  varie  divisioni  di  questa  struttura.  E’  costituita  da  4  aree  principali:  il 





















Tuttavia,  due  recenti  studi  che  utilizzano  l’optogenetica,  una  tecnica  innovativa  che 
permette  la  stimolazione  selettiva  dei  neuroni  DA,  hanno  dimostrato  che  i  neuroni 
dopaminergici  della  VTA  sono  capaci  di  liberare  glutammato  e  di  evocare  correnti 
glutammatergiche a livello dei neuroni del NAcc (Tecuapleta et al., 2010; Stuber et al., 2010). 
Da un punto di vista funzionale, la VTA è una delle aree implicate nel sistema di ricompensa, 
















• Profilo  di  scarica  irregolare  o  in  burst, costituito  da  treni  d’onde  in  una  rapida 









burst  si  stabilisce  quando  due  spikes  sono  separati  da  un  intervallo  di  tempo 
superiore ai 160 ms. Quest’attività in burst è la maniera più efficace per i neuroni DA  
di rilasciare la dopamina nelle strutture bersaglio. 





un  potenziale  d’azione.  In  questo  lavoro  gli  autori  hanno  effettuato  registrazioni 




stato  osservato  che  alcuni  neuroni  immunonegativi  per  la  TH,  quindi  non  contenenti DA, 
hanno  le  stesse  caratteristiche elettrofisiologiche dei neuroni  contenenti DA della VTA.  La 
loro frequenza di scarica è simile a quella dei neuroni DA e sono capaci di sparare in bursts; il 
loro potenziale d’azione può presentare  lo stesso notch dei neuroni DA a  livello della  fase 
positiva.  Inoltre, anche questi neuroni non‐DA possiedono un potenziale bifasico o trifasico 
di  ampiezza maggiore di  2 ms.  Tuttavia  è  stata determinata una differenza  significativa:  i 
neuroni non‐DA hanno una durata di metà del potenziale d’azione  (a partire dall’inizio del 











































Il  limite anatomico tra  il vSUB e  l'area ventrale CA1 non è evidente. Uno studio anatomico 
suggerisce che il vSUB sia l'unica parte dell'ippocampo ventrale che proietta al (BNST), infatti 
l’infusione di traccianti anterogradi nel vSUB ha permesso di osservare delle terminazioni sul 
BNST  (McDonald  et  al.  1999).  Sono  presenti  anche  molte  altre  proiezioni  che  partono 
dall’ippocampo ventrale, verso strutture corticali e sottocorticali come  il setto  laterale  (LS) 
(Fanselow et Dong, 2010), la corteccia prefrontale (PFC) e l'amigdala (Ishikawa et Nakamura, 
2006),  l’ipotalamo  (Kishi  et  al.,  2000),  il  NAcc  e  la  parte  ventrale  e  caudale  del  nucleo 
caudato‐putamen (Groenewegen et al., 1987)  
L’ippocampo  possiede  due  funzioni  distinte,  l’ippocampo  dorsale  ha  un  ruolo 
nell’acquisizione e consolidamento della memoria spaziale ed episodica, mentre l’ippocampo 




Il  vSUB  gioca  un  ruolo  importante  nell’integrazione  delle  informazioni  provenienti 








di  stress.  Alcuni  esperimenti mostrano  che  lesioni  dell’ippocampo  ventrale  attenuano  la 
liberazione di glucocorticoidi indotta dallo stress (Fendler et al., 1961; Knigge et Hays, 1963), 
ma non ci sono prove anatomiche che mostrano la proiezione diretta di questa struttura sui 
neuroni  del  nucleo  paraventricolare  dell’ipotalamo,  i  neuroni  effettori  dello  stress.  Al 
contrario,  altri  studi  hanno  dimostrato  che  l’ippocampo  ventrale  proietta  su  strutture 












neuroni  DA  della  VTA,  infatti  come  mostrato  dal  lavoro  di  Legault  et  al.,  2000,  la 
somministrazione  di  antagonisti  glutammatergici  (acido  chinurenico)  nella  VTA  blocca 











































quelle  provenienti  dall'amigdala.  In  particolare,  l’ippocampo  ventrale  proietta 
prevalentemente  sulla  parte  anteriore  del  BNST,  nello  specifico  sul  nucleo  anterodorsale. 
L'area  anteroventrale,  contenente  i  nuclei  dorsomediale,  magnocellulare  e  ventrale,  è 
debolmente in contatto con l’ippocampo ventrale; mentre, praticamente nessuno dei nuclei 
laterali  riceve  afferenze  da  parte  dell’ippocampo  ventrale.  A  livello  del  BNST  posteriore, 
molte terminazioni arrivano ai nuclei trasversali e interfascicolare (Dong et al., 2001a). 




eccitatoria da parte del BNST  ventrale  sui neuroni DA della VTA  (Georges & Aston‐Jones, 
2001; 2002; Jalabert et al., 2009). 
Il BNST, da un punto di vista funzionale, è un nucleo implicato nei meccanismi che regolano i 
comportamenti  associati  a  una  ricompensa,  ed  è  coinvolto  nella  regolazione  dell’asse 
ipotalamo‐ipofisaria (HPA) attivata in condizioni di stress (Herman et al., 2005).  












l’asse  HPA  e  il  nucleo  paraventricolare  ipotalamico  (Cullinan  et  al.,  1993;  McElligott  et 
Winder, 2009). Infatti, grazie alla sua suddivisione in diversi sottonuclei, il BNST è capace di 
agire  in senso opposto su questo sistema:  la  lesione della parte anteriore attiva  l’asse HPA, 
mentre  la  lesione della parte posteriore  la  inibisce (Choi et al., 2007).  Il coinvolgimento del 






dimostrato  l'esistenza  di  proiezioni  da  parte  del  BNST  verso  la  VTA  (Phillipson,  1979a; 
Georges et Aston‐Jones, 2002).  Inoltre, attraverso  il  test di  risposta antidromica effettuato 
durante le registrazioni in vivo, è stata confermata l’esistenza della via BNST‐VTA(Georges et 
Aston‐Jones, 2002; Massi e al., 2008). Infatti il BNST esercita un controllo tonico sui neuroni 





















alla  stimolazione  del  vSUB  e  che  proiettino  alla  VTA,  attraverso  il  test  della 
stimolazione antidromica. 
Il secondo obiettivo è stato quello studiare l’impatto della stimolazione tetanica del vSUB sui 
neuroni  DA  della  VTA,  misurando  i  diversi  parametri  di  eccitabilità  dei  neuroni  DA  che 
riflettono  le variazioni sinaptiche a  lungo termine. Questo progetto di ricerca offrirà spunti 




























sistema  di  riscaldamento  a  temperatura  controllata.  L'intervento  è  stato  eseguito  sotto 
isofluorano  (1,5‐2%)  utilizzando  una maschera  facciale.  Dopo  aver  fatto  un’incisione  per 
esporre  le  ossa  craniche  e  rendere  visibili  le  suture,  è  stato  somministrato  un  anestetico 
locale  (lidocaina 2%).  I microelettrodi  (di registrazione, di  iniezione e di stimolazione) sono 
stati inseriti nella VTA, BNST e nel vSUB alle seguenti coordinate: VTA: Rispetto al Bregma ‐



































































































































































parte  periferica  del  terminale  sinaptico,  generando  un  potenziale  d’azione  (spike),  che  si 
propaga  lungo  l'assone  in  direzione  opposta  al  potenziale  ortodromico.  Negli  studi 
extracellulari  il  criterio  utilizzato  per  determinare  il  carattere  antidromico  dei  potenziali 
evocati e distinguerli dai potenziali ortodromici, si basa sui seguenti punti: 
• Latenza fissa: la latenza di una risposta antidromica è il tempo che intercorre tra 
l’inizio  dello  stimolo  e  la  comparsa  della  prima  componente  dello  spike 
extracellulare.  La  variabilità  della  latenza  antidromica  in  risposta  a  stimoli 
consecutivi  è  generalmente meno  di  0,1 ms,  per  questo  si  può  definire  fissa 
(Jankowska et Roberts, 1972; Jankowska et Smith, 1973). 
• Stabilità della soglia: quando sono usati stimoli di diverse  intensità,  l’eccitazione 
antidromica  può  essere  spesso  riconosciuta  attraverso  una  soglia  stabile  e 
discreta e attraverso una risposta del tutto o niente (Bishop et al., 1973). 
• Risposta  a  stimolazione  ad  alta  frequenza:  molti  tipi  di  neuroni,  se  attivati 
antidromicamente, possono  seguire  fedelmente  ripetute  stimolazioni di 200 Hz 































































































































































circa  30‐40  μm  e  permette  la  somministrazione  farmacologica  in  situ,  direttamente  sul 
neurone. 
 Per la registrazione di singoli neuroni DA della VTA, è stata preparato un elettrodo di vetro 
(diametro  della  punta:  circa  4  μm  ;  resistenza:  tra  2‐5 MΩ)  riempito  di  una  soluzione  di 
acetato di sodio 0,5 M contenente Pontamine Sky blue al 2%. L'attività di ciascun neurone 
DA è stata registrata per circa 100 secondi, 24 ore dopo la stimolazione tetanica del vSUB.  
Il  segnale  elettrico  generato  dal  neurone  registrato  è  stato  elaborato  da  un  apparecchio 
convenzionale  elettrofisiologico,  è  stato  prima  amplificato  10  volte  in modo  differenziale 
attraverso un elettrodo di  riferimento  in  contatto  con  il  cranio dell’animale  (Axoclamp2B, 
Axon  Instruments)  e  di  nuovo  amplificato  di  altre  100  volte,  il  segnale  viene  filtrato  (low 
filter:  300Hz,  hight  filter:  10  kHz,  AM  system  model  1700)  per  ottimizzare  il  rapporto 
segnale/rumore. Questo  segnale  viene quindi  inviato  ad un'interfaccia di  acquisizione  che 
cattura e  converte  i  continui  segnali elettrici  in  segnali analogici. Questi dati  così generati 





dell’elettrodo  di  iniezione  attraverso  la  deposizione  iontoforetica  di  un  punto  blu 
proveniente dalla  soluzione di Pontamine Sky blue 2%  contenuta nella pipetta  (‐20μA, DC 







dall’elettrodo  stimolante.  I  cervelli  prelevati  sono  stati  congelati  in  isopentano  a  ‐80°C, 
conservati all’interno di un freezer alla temperatura di ‐20°C e tagliati  in un criostato (fette 























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































infatti, potenzia  il  tono dei neuroni DA della VTA per  ciascuno dei parametri misurati nel 
gruppo  STIM  (8  ratti, 116 neuroni):  firing  rate: 3,65±0,20 Hz; bursting  rate: 0,42±0,04 Hz; 
%SIB:  34,49±2,68 %;  MSB:  3,16±0.219;  rispetto  al  gruppo  di  controllo  SHAM  (9  ratti,  63 













• SHAM+AP5, è  il gruppo di controllo  in cui è stato  inserto  l’elettrodo stimolante nel 


































































































































































Lo  studio  identifica  il  circuito  vSUB‐BNST‐VTA  e  descrive  l’effetto  di  una  stimolazione 
tetanica del vSUB sui neuroni del BNST. Con questi esperimenti, abbiamo dimostrato che la 
stimolazione  tetanica del vSUB  induce un LTP dipendente dai  recettori NMDA nei neuroni 
del BNST che proiettano alla VTA. Questo risultato è in accordo con uno studio effettuato in 
vitro che mostra come il BNST dorsolaterale sia capace di esprimere un  LTP dipendente dai 
recettori NMDA  (Weitlauf et al. 2004). Tuttavia,  la somministrazione di AP5 sui neuroni  in 
registrazione  nel  BNST  non  solo  blocca  LTP, ma  addirittura  induce  un  LTD. Una  possibile 
spiegazione a questo  fenomeno, è  la possibilità che  il  legame dell’AP5 sui  recettori NMDA 
dei  neuroni  registrati,  riduca  la  quantità  di  calcio  in  entrata  indotta  dalla  stimolazione 
tetanica del vSUB.  Infatti  Il calcio è necessario sia per  l’induzione di fenomeni di LTP che di 
LTD,  anche  se  nel  LTD  in  misura  minore  (Mulkey  et  Malenka,  1992).  Così,  quando  la 
depolarizzazione della membrana non è sufficiente (cioè quando  l’AP5 è  legato ai recettori 
NMDA)  per  promuovere  a  livello  postsinaptico  l’aumento  di  calcio  necessario  per 
l’ottenimento  di  un  LTP,  può  essere  invece  indotto  un  LTD  (Lisman,  1989;  Mulkey  et 
Malenka, 1992; Kirkwood et Bear, 1994). 
Inoltre,  con  questo  lavoro  abbiamo  dimostrato  un  effettivo  controllo  da  parte  del  vSUB 
dell’ippocampo sui neuroni DA della VTA, attraverso un potenziamento di tutti  i parametri 
misurati,  a  24  ore  di  distanza  dalla  stimolazione  tetanica  (LTP).  E’  particolarmente 
interessante  l’effetto  sul  bursting  activity,  che  è  una  caratteristica  distintiva  e  tipica  dei 
neuroni  dopaminergici.  L’incremento  della  frequenza  delle  burst  sull’attività  basale  dei 
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